















La  régulation de  l’apoptose est  importante dans  le maintient de  l’homéostasie 
cellulaire  et  l’intégrité  du matériel  génétique.  L’apoptose  est  un mécanisme  cellulaire 
qui élimine les cellules endommagées. Le bon fonctionnement de cette voie biologique 
est crucial pour contrer la propagation des cellules avec leurs anomalies génétiques.  La 
dérégulation  des  gènes  codants  pour  des  composantes  de  la  voie  intrinsèque  de 














2  sites  de  liaison  ADN‐protéine  différentielles  dans  les  rHAPs  du  gène  YWHAB.  La 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the  intrinsic  pathway  of  apoptosis  is  frequently  observed  in  various  types  of  cancers, 
including leukemia. We propose that functional polymorphism located in the regulatory 
region  (rSNP)  of  genes  involved  in  the  intrinsic  apoptosis  pathway  would  have  a 
significant impact in oncogenesis by altering the expression levels of these genes.  
In  this  study,  we  validated,  using  a  combination  of  in  silico  and  in  vitro 
approaches,  the functional  impact of genetic variability  (analyzed as haplotypes, rHap) 
at the proximal promoters of 11 genes encoding components of the intrinsic apoptosis 
pathway. To do this, we subcloned the major rHaps in a vector containing the luciferase 
reporter  gene  (pGL3b).  These  constructs were used  in  transient  transfection assays  in 
three human cell lines (HeLa, Jurkat and JEG3).  
We  observed  that  at  least  2  rHaps  significantly  influence  the  transcriptional 
activity of a specific allele. These rHaps are associated with genes YWHAB and YWHAQ. 
Electrophoretic mobility shift assays (EMSA) have identified 2 sites for differential DNA‐
protein binding with  the  rHaps of YWHAB. Variability  in  the  level of expression of  the 
genes  studied  could  contribute  to  interindividual  susceptibility  to  developing  cancer, 
such as childhood leukemia. 
Polymorphisms,  promoters,  apoptosis,  functional  impact,  cancer.
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Chaque jour, un corps adulte produit environ 50‐70 billions de cellules grâce au  cycle  cellulaire  (Kitada,  2002).  Afin  de  rester  équilibré,  il  élimine  autant  de cellules afin de garder son corps en homéostasie.  Il existe deux différents types de mort  cellulaire :  l’apoptose et  la nécrose. Ces deux mécanismes  cellulaires ont des caractérisques  qui  les  distringuent  et  ils  peuvent  se  produire  indépendament, séquentillement et même silmultanément (Zeiss, 1997), (Hirsch, 1997). D’une part, la  nécrose  survient  suite  à  des  traumatismes  extrêmes  (hypothermie, hypoxie/ischémie)  ou  suite  à  une  exposition  à  divers  agents  toxiques  (Kanduc, 2002), (Clavien, 2000). Les organelles intracellulaires, tels que la mitochondrie sont alors  détruits  ce  qui  causera  une  lyse  cellulaire  complète.  La  destruction  de  la membrane plasmique cause ultimement la libération d’enzymes lysomales (Trump, 1997).  La  nécrose  est  souvent  associée  avec  des  dommages  tissulaires  et  à  une réaction  inflammatoire  intense  (Opie,  1962).  D’autres  part,  l’apoptose  ou  la mort cellulaire programmée est un processu biologique hautement régulé qui élimine de façon  contrôlée  les  cellules  en  excès,  endommagées,  infectées  potentiellement dangereuses pour le corps (Elmore, 2007), (Denecker, 2001). Lors de l’activation de l’apoptose,  les  cellules  activées  forment  des  corps  apoptotiques  et  leur  ADN  se fragmente. Les corps apoptotiques sont ensuite phagocytés par des macrophages et n’induisent pas de réaction inflammatoire (Kurosaka, 2003). 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Caspases Les  caspases  sont  des  protéases  à  cystéine  nommées  ainsi  pour  Cysteine Aspartyl‐specific  Proteases  (Cryns,  1998).  En  temps  normal,  les  caspases  sont retrouvées dans la cellule sous leurs formes inactives (zymogène) (Degterev, 2003). En  réponse  à  un  stimulus,  les  zymogènes  sont  activés  par  un  processus protéolytique impliquent un résidu aspartate localisé dans le pro‐domaine (Timmer, 2007),  (Albee,  2007).  Cette  activation  transforme  les  caspases  sous  leur  forme d’hétérotetramère. (Lu, 2011)   
 
Figure  1  :  lllustration des  différentes  caspases  regroupées  selon  leur  fonction. Groupe  I :  les caspases inflammatoires, Groupe II : les caspases initiatrices de l’apoptose et Groupe 3 :les caspases effectrices de l’apoptose. (Lavrik, ActaNaturae)  On  compte  à  ce  jour,  14  caspases    (Figure  1)  dont  plusieurs  ont  un  rôle majeur  dans  l’apoptose  tandis  que  d’autres  ont  un  rôle  dans  la  réponse inflammatoire (caspase 1, 4, 5 et 11 à 14) (Cohen, 1997). Les caspases apoptotiques sont regroupées en deux groupes selon leur structure et leur fonctions : les caspases 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La voie intrinsèque La voie  intrinsèque  (voie mitochondriale)  survient  lors d’une  réponse  à un stimulus intracellulaire tel qu’un dommage à l’ADN ou un stress oxydatif (Figure 4). Le  contrôle  et  la  régulation  de  ces  évévements  apoptotiques  au  niveau  de  la mitochondrie sont effectuées par les protéines de la famille Bcl‐2 (Cory, 2002). Les membres de la famille des Bcl‐2 comportent autant des protéines pro‐apoptotiques qu’anti‐apoptotiques. À ce jour, un total de 25 gènes ont été identifiés dans la famille Bcl‐2.  Les  protéines  anti‐apoptotiques  Bcl‐2  comprennent  Bcl‐X,  Bcl‐XL,  Bcl‐W  et BAG,  et  les  protéines  pro‐apoptotiques  comprennent Bax,  Bak,  Bid,  Bad,  Bim,  Bik, Bcl‐XS  et  Blk  (Adams,  1999),  (Gross,  1999).  C’est  l’équilibre  dynamique  entre  la quantitié de protéines pro et  anti‐apoptose qui détermine  le devenir d’une  cellule (Burlacu,  2003).  Le  rôle  de  ces  protéines  dans  la  régulation  de  l’apoptose,  de  la tumorigenèse et dans la réponse cellulaire en réponse à la thérapie contre le cancer a été grandement étudié dans les dernières décennies (Youle, 2008).  Les  protéines  contenant  un  motif  BH3‐only  peuvent  intéragir  avec  les protéines de la famille des BCL‐2 afin de promouvoir l’apoptose (Aouacheria, 1996), (Kelekar,  1998),  (Wu,  2002).  Les  membres  de  cette  famille  intéragissent directement  avec  la  mitochondrie  soit  constitutivement  ou  après  l’induction  de l’apoptose  (Kuwana,  2003).  Ils  régulent  la  mort  cellulaire  selon  leur  effet  sur  la conformation  et  la  perméabilisation  de  la  membrane  externe  de  la  mitochondrie (Mignotte,  1998).  La  perméabilisation  de  la  membrane  est  effectuée  grâce  à l’ouverture  de  pores  à  sa  surface  qui  permet  ainsi  la  libération  du  cytochrome  c (Barry, 2002). Ce dernier  libéré  lie et active APAF‐1 (apoptotic protease activating 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Malgré  leurs  différences,  les  voies  extrinsèque  et  intrinsèque  de  l’apoptose ont des points communs tel que l’importance de la caspase‐8 dans leur mécanisme d’activation  (Kruidering, 2000). Cette  cystéine protéase est un exemple de  ‘’cross‐talk’’ entre les deux voies puisqu’elle peut cliver et activer BID, une des protéines de la  famille  des BCL‐2  (Igney,  2002).  Sous  sa  forme  active nommée  tBID  (truncated BID), elle peut migrer vers la surface de la mitochondrie et remplacer les protéines BAX et BAK dans le déclenchement de l’apoptose  via la libération du cytochrome c (Li, 1998),(Esposti, 2002).  
Autres voies de l’apoptose L’apoptose peut aussi  être déclenché par d’autres voies secondaires. Il existe une voie qui implique les cellules lymphocytes T cytotoxiques (CTL) et la libération les  enzymes  nommées  perforines  et  granzymes.  Lors  de  la  dégranulation  des cellules CTL,  des perforines permettent  la  perméabilisation de  la membrane de  la cellule cible afin de faire pénétrer des granules (Pinkoski, 2001). Les granules sont composées  de  protéases  sérines :  granzyme  B  ou  granzyme  A  qui  ont  la  capacité d’induire la mort cellulaire (Figure 5).  La  protéase  granzyme B  peut  agir  par  deux mécanismes  distincts   soit  par une voie cytosolique ou par une voie nucléaire. La voie cytosolique active la cascade des caspases pro‐apoptotiques tandis que  la voie nucléaire  implique des protéines du  cycle  cellulaire  tel  que  la  kinase  Cdc2  (Shi,  1996).  Le  granzyme  B  induit l’apoptose  intrinsèque  en  clivant  directment  la  protéine  BID  sans  requerir  la 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libération  du  cytochrome  c  (Sutton,  2000).  Parallèlement,  le  granzyme  A  peut induire  l’apoptose via un mécanisme caspase‐indépendant qui  cause un dommage simple brin à l’ADN et qui n’implique pas la protéine BAX (Zhu, 2006).   
 
Figure  5  :  Voie  de  l'apoptose  induite  par  la  libération  des  perforines  et  granzyme B    d'une 
cellule lymphocyte T cytotoxique ( SIGMA­ALDRICH).   D’autre  part,  l’apoptose  peut  être  déclenchée  lorsqu’une  erreur  dans  la agencement  des  compartiments  cellulaires  survient.  Par  exemple,  la  synthèse  des protéines  dans  le  réticulum  endoplasmique  implique  certains  changement  post‐traductionnels  et  un  repliement  structurel  des  protéines  avant  d’atteindre  leurs conformations  finales.  L’accumulation  de  protéines  contenant  des  erreurs  dans  le 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repliement  ou  glycosylées  incomplètement  dans  le  réticulum  endoplasmique  (RE) résulte  en  un  stress  qui  mène  au  déclenchement  de  l’apoptose  par  la  voie  de signalisation  menant  au  rétablisssement  du  repliement  (UPR ;  unfold  protein response).    Par ailleurs, les membres des trois classes des protéines de la famille BCL‐2 sont  retrouvés  à  la  surface  de  la  membrane  du  RE  et  elles  y  influencent  sa perméabilité  et  sa  libération  du  calcium  stocké  dans  sa  lumière  .  La  libération  du Ca2+ active la caspase‐12 qui est localisée dans la région cytosolique du ER (Yoneda, 2001),  (Hajnóczky,  2003).  La  caspase‐12  est  spécifiquement  stimulée  lors  de l’activation de l’apoptose par un stress du réticulum endoplasmique (Breckenridge, 2003).  Plusieurs  études  suggèrent  aussi  que  des  changements  de  la  membrane plasmique  liés à  l'afflux de Ca2+  figurent parmi  les  changements  critiques pouvant compromettre  l'intégrité  des  cellules  ainsi  que  son  destin  cellulaire  (McConkey, 1989), (Xu, 2001). 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Cette  dérégulation  permet  une  accumulation  cellulaire  en  ralentissant  le rythme du renouvellement des cellules et en créant des clones néoplasiques dotés  d’un avantage de survie sélectif par rapport à leurs équivalents cellulaires normaux (Reed,  1999).  Ainsi,  les  défaults  au  niveau  du mécanisme  cellulaire  de  l’apoptose normal contribuent par de multiples façons à la progression tumorale (Willis, 1999). La dérégulation de  la mort  cellulaire programmée se produit  fréquement dans  les cellules  hématologiques  et  dans  d’autres  tumeurs  malignes.  Le  mécanisme  de l’apoptose  est  un  concept  accepté  universellement  en  tant  que  mécanisme supresseur  de  tumeurs.  L’apparition  de  mutations  qui  altérent  le  niveau d’expression de protéines clefs dans le mécanisme de l’apoptose est observée dans plusieurs  différents  types  cancers.  La  majorité  de  ces  protéines  sont  impliquées dans la voie intrinsèque de l’apoptose, probablement en lien avec la réponse liée au stress cellulaire.  BCL‐2  a  été  découvert  grâce  à  son  implication  dans  la  translocation chromosomique  t(14 :18)  communément  associée  avec  le  lymphome  folliculaire non  Hodgkinien  (Tsujimoto,  1986).  La  surexpression  de  BCL‐2  contrecarre  l’effet pro‐apoptose de c‐MYC favorisant ainsi une prolifération massive et les lymphomes qui  surexpriment  ces  deux  protéines  simultanément  sont  très  aggressifs  (Evan, 1998). L’élévation du niveau d’expression de la protéine BCL‐2 est retrouvée dans la majorité  des  malignités  hématopoïétiques  tels  que  le  myélome multiple  (MM),  la leucémie  lymphoblastique  chronique  (CLL),  la  leucémie  lymphoblastique    aigüe (ALL) et leucémie myéloïde aigüe (AML) (Kitada, 2002). 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Le génome humain est  identique  chez  les  individus à près de 99% (Redon, 2006).  Il  reste donc 1% de  la  séquence génomique qui diffère entre  les  individus, d’où la notion de variabilité génétique. On définie généralement les polymorphismes comme étant des variations présentes dans l’ADN avec une fréquence allélique ≥ 1% dans la population (Knight, 2005).  
Il  existe  plusieurs  types  de  polymorphismes,  dont  les  polymorphismes  de longueur  et  les  polymorphismes  simples.  Les  polymorphismes  de  longueur impliquent  des  délétions  ou  insertions  de  plusieurs  nucléotides  et  les  séquences répétées en tandem, VNTR (Variations in the Number of Tandem Repeats) (Vignal, 2002).  Ces  derniers  sont  des  répétitions  variables  de  séquences  de  longueurs variables.  Il y a deux classes de VNTR :  les microsatellites et  les minisatellites. Les microsatellites sont  lorsque  la séquence   est de 1 à 6 bp.  Ils ne sont généralement pas  répétés  plus  d’une  vingtaine  de  fois  et  sont  localisés  un  peu  partout  dans  le génome (Karlin, 1995). Les minisatellites sont des répétions plus  longues (environ 10 bp) et ils peuvent pour leur part présenter des centaines de répétition étalées sur de grandes régions (20 kb) (Beckmann, 2007). Ceux‐ci sont généralement riches en GC  et  surtout  localisés  dans  les  régions  sub‐télomériques  chez  l’humain  (Jarman, 1989).  (Bois,  2003).  Pour  ces  polymorphismes,  c’est  le  nombre  de  répétitions  qui varie entre les individus et qui est transmis de façon mendélienne. 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Les  SNPs  (Single  Nucleotide  Polymorphism)  sont  des  polymorphismes simples  car  un  seul  nucléotide  est  différent.  Ce  sont  des  mutations  d’un  seul nucléotide  qui  sont  très  fréquentes  dans  le  génome.  Ce  nucléotide  peut  être  soit supprimé, inséré ou changé pour n’importe lequel des trois autres nucléotides. Leur nombre est estimé à au moins 4 millions et leur fréquence est d’environ 1 à tous les 500 pb le long du génome (Walter, 2008).  
  Un  autre  type  de  variabilité  génétique  retrouvé  est  de  type  structural.  La 
variabilité du nombre de copies d'un gène (ou CNV pour copy number variation) désigne  une  forme  de  polymorphisme  où  le  nombre  de  copies  d'un  gène  ou  d'un segment chromosomique dans le génome est variable entre les individus. Les CNVs sont des polymorphismes de  répétitions de plus de 1kb et allant  jusqu’à quelques mégabases.  Cette  définition  pourrait  être  prochainement  révisée  afin  de comprendre  des  répétitions  plus  petites  (Beckmann,  2007).  La  variabilité  du nombre  de  copies  d'un  gène  ou  d’une  région  serait  due  à  des  évènements  de duplication  (regroupement  dans  une  même  génération  chromosomique  de  gènes dupliqués en  tandem) et délétion  locales  (c'est‐à‐dire d'un ou de quelques gènes), souvent  suite  à un  enjambement  inégal.  Cette  forme de polymorphisme,  constitue une  part  importance  de  la  variabilité  individuelle.  Ainsi,  plus  de  12%  du  génome humain  serait  touché  par  des  CNVs  (Redon,  2006).  Les  CNVs  semblent  agir  non seulement  de  façon  cis  comme  les  SNPs  (i.e.  sur  la  copie  du  gène  présente  sur  le même allèle que le SNP), mais également de façon trans (Beckmann, 2007). Ainsi le CNV semblerait aussi important que le SNP. 
16  
 
Les SNPs ; la mutation des nucléotides et l’impact de leur localisation   Les  SNPs  sont  des  mutations  qui  peuvent  produire  les  changements  de nucléotides suivants : insertions, délétions ou des substitutions. Les substitutions de nucléotides  sont  de  deux  types :  des  transitions  qui  consistent  en  un  changement entre  deux  purines  ou  deux  pyrimidines;  ou  des  transversions  qui  sont  des changements entre une purine et une pyrimidine.  
 
Figure 8 : Localisation des différents types de SNPs   Dépendamment  de  leur  localisation  dans  le  génome  et  du  changement engendré,  le SNP peut avoir un  impact différent (Figure 8). Les SNPs peuvent être localisés  dans  la  région  codante  d’un  gène  (cSNP).  À  ce  moment,  le  SNP  peut produire une mutation dite silencieuse, qui n’affecte pas le code d’acides aminés de la protéine. Par contre, il peut également produire une mutation faux‐sens ou non‐sens, qui a un effet négatif sur la fonction de la protéine produite. La mutation faux‐
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sens  est  obtenue  lorsque  le  nucléotide  muté  provoque  un  chagement  de  codon codant pour un   acide aminé différent. Cette mutation modifie  la protéine pouvant ainsi  la  rendre  non  fonctionnelle.  La  mutation  non‐sens  survient  lorsque  le nucléotide substitué transforme le codon normal en un codon d’arrêt; ou lorsqu’une insertion  ou  délétion  d’un  nucléotide  est  produite,  alors  le  cadre  de  lecture  de  3 nucléotides est décalé et ceci résulte pour la plupart des fois en un arrêt prématuré de la synthèse de la protéine (Campbell, 1995).  La plupart des SNPs se retrouvent dans les séquences non codantes soit  les régions intergéniques (gSNPs), introniques ou encore dans des régions régulatrices.  Les  SNPs  situés  dans  l’intron  (iSNP)  de  la  protéine  peuvent  également  avoir  un impact  fonctionnel  sur  la  protéine.  Les  iSNPs  peuvent  modifier  l’épissage  du transcrit  primaire  de  la  protéine  et  ainsi  produire  une  protéine  tronquée,  non fonctionnelle. Les gSNPs situés dans la séquence génomique non codante d’un gène n’ont  aucun  effet  sur  la  protéine.  Finalement  les  rSNPs  localisés  dans  la  partie promotrice du gène (région régulatrice) peuvent avoir un impact fonctionnel sur le niveau d’expression du gène, donc le niveau de transcrit de la protéine, en affectant les sites de liaisons des facteurs de transcription.
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SNPs régulateurs (rSNPs)   Au cours des dernières années, la plupart des études réalisées ont porté sur les SNPs localisés dans dans la partie codante de la protéine (cSNP, coding SNP) qui pourraient altérer la fonction de la protéine (Mitchison, 2001). On croyait alors que seuls les cSNPs qui modifiaient la séquence d’une protéine avaient de l’importance.  À  l’opposé,  les  SNPs  non‐codants,  en  particulier  des  régions  régulatrices,  ont  été moins étudiée, malgré l’estimation qu’au moins 25% de la variabilité expliquant les maladies résiderait dans les régions régulatrices des gènes (Knight, 2005). Au cours de me mon  stage, mon  attention  à  porté  plus  particulièrement  sur  les  rSNPs.  Les SNPs positionnés dans la région régulatrice d’un gène peuvent influencer la liaison de facteurs de transcription (gain ou perte) et ainsi affecter le niveau de transcrits de la protéine (Pastinen, 2004).   Cette modification d’un site de liaison expliquerait la différence du niveau de transcrits  de  la  protéine.  Les  rSNPs  pourraient  expliquer  jusqu’à  25‐35%  de  la variabilité interindividuelle (Pastinen, 2004). Comme le taux de protéines est régulé par  de  nombreuses  voies  biologiques,  les  polymorphismes  régulateurs  peuvent influencer des processus biologiques hautement et contribuer au développement de maladies complexes (Pastinen, 2004). 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L’étude  des  SNPs  contenus  dans  la  région  promotrice  des  gènes  tend  à gagner de l’importance grâce à leurs impacts connus sur le niveau d’expression des gènes  (Gazquez,  2008),  (Juhanson,  2008),  (Ober,  2008).  La  suceptibilité interindividuelle aux maladies complexes pourrait être modulée chez  les  individus qui possèdent des rSNPs dans des gènes clés.    Les  rSNPs  les  plus  étudiés  sont  ceux  des  régions  promotrices  (rSNPs),  qui peuvent influencer le niveau de transcription d’un gène en altérant le site de liaison à un facteur de transcription (Knight, 1999). Des études démontrent effectivement un  impact  significatif  des  rSNPs  dans  la  suceptibilité  au  cancer  en  affectant  des gènes  impliqués  dans  le  métabolisme  des  carcinogènes  (Sinnett,  2006),  dans  la régulation du cycle cellulaire  (Healy, 2007) et autres protéines  impliquées dans  la progression  du  cancer,  ainsi  que  la  réponse  aux  médicaments  contre  le  cancer (Milani, 2007). 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SNPs régulateurs dans les gènes de l’apoptose Puisque  notre  attention  porte  sur  la  voie  intrinsèque  de  l’apoptose,  il  est important de répertorier les rSNPs connus pour les gènes de cette voie (Tableau I). Une récente étude a démontré que les séquences promotrices des gènes MDM2, P53 et  P16  diffèrent  selon  les  individus  et  que  les  polymorphismes  peuvent  modifier l'activité de transcription du gène (Ohsaka, 2010).  Le  SNP309  résulte  dans  un  changement  thymine  vs  guanine  dans  le promoteur de l’oncogène MDM2, qui code pour un régulateur négative  de p53. Chez l'homme, le SNP309 est associé à la formation accélérée de tumeurs autant dans les cancers héréditaires que dans les cancers sporadiques. Un modèle est proposé où le SNP309  sert  comme un événement de  limitation de  vitesse dans  la  carcinogenèse (Bond,  2004).  Des  mutations  de  TP53  et  CHEK2  ont  été  associé  à  l'absence  de réponse à l'épirubicine en monothérapie pour traiter le cancer du sein. En revanche, les mutations de TP53 et l’allèle 309G de MDM2 confèrent un faible taux de survie pour  les patients  traités avec  le paclitaxel en monothérapie primaire (Chrisanthar, 2011). Des mutations dans plusieurs caspases sont associées à différents cancers. Le gène codant pour la caspase‐3 possède un SNP dans la région 5’UTR qui est relié au cancer  du  poumon  et  aux  carcinomes  à  cellules  squameuses  (Jang,  2008),  (Chen, 2008).  Le  gène  CASP‐8  possède  deux  SNPs  dans  sa  région  promotrice  qui  sont associés  au  lymphome  non‐Hodgkin  sauf  dans  la  population  chinoise  (Alizadeh, 2000), (Xiao, 2011). Le risque de développer le cancer du poumon est aussi associé 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à  divers  rSNPs  présents  dans  le  gène  CASP‐9  (Park,  2006).  Une  étude  sur  les polymorphismes dans la région promotrice des gènes CASP‐8 et CASP‐9 a démontré que  ces  variants  influencent  la  susceptibilité  et  le  développement  du  cancer  de  la prostate (Kesarwani, 2011).  Le SNP ‐31C/G localisé dans la région promotrice du gène BIRC5 est associé au  cancer du poumon,  au  cancer  colorectale  sporadique  ainsi  qu’au  carcinome du nasopharynx (Jang, 2008), (Gazouli, 2009), (Ma, 2011). Le gène BAX de la famille des BCL‐2  contient  un  rSNP  (rs4645857)  qui  est  associé  au  risque  développer  la leucémie lymphoblastique chronique (LLC) (Saxena, 2002). Une étude suggère que ce SNP influence la réponse du patient à son traitement chimiothérapeutique contre le  cancer  du  poumon  (Knögel,  2008).  Le  gène  BCL‐2  possède  deux  SNPs  dont  un dans  sa  région  promotrice  et  un  dans  sa  région  3’UTR  qui  sont  reliés  à  la  LLC) (Nuckel,  2007).  L’augmentation  du  risque  de  développer  cette  maladie  est  aussi associée à un SNP dans la région 3’UTR du gène APAF1 (Eujuanes, 2008). Malgré la présence de plusieurs études réalisées sur la variabilité génétique des  promoteurs  des  gènes  de  la  voie  intrinsèque  de  l’apoptose,  les  connaissances sur  l’impact  fonctionnel  de  ces  rSNPs  sur  l’activité  de  leur  promoteur  demeurent limitées. 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Tableau  I  :  Polymorphismes  des  régions  régulatrices  des  gènes  de  l'apoptose  associés  à 
diverses maladies.  
Gènes  Numéro rs  Région régulatrice  Références* 
MDM2  Rs227944  Promotrice  Bond and al 
MDM2  Rs937283 Rs2870820  Promotrice  Ohsaka and al 
P16  Position ‐191  Promotrice  Ohsaka and al 
CASP3  Rs4647603  5’UTR  Jang and al 
CASP8  Rs3834129 Rs3769821  Promotrice  Mei‐Sheng Xiao and al 
CASP8  Position ‐652  Promotrice  Kesarwani and al 
CASP9  Position ‐1263  Promotrice  Kesarwani and al 
CASP9  Rs4645978 Rs4645981  Promotrice  Park and al 
BIRC5  Rs9904341  Promotrice   Ma and al Gazouli and al Jang and al 
BAX  Rs4645878  5’UTR  Saxena and al 
BCL­2  Rs2279115  Promotrice  Nuckel and al 
BCL­2  Rs4987853  3’UTR  Enjuanes and al 













Comme  l’apoptose  est  une  voie  biologique  hautement  régulée,  nous proposons  que des SNPs dans les régions promotrices (rSNP) des gènes d’apoptose perturberaient  cette  voie  via  la  variation  des  taux  de  transcrits  et  des  protéines correspondantes  (Figure 10).  La  présence  de  rSNPs  modifierait  la  séquence  de reconnaissance de certains facteurs de transcription au niveau du promoteur (gain ou perte de  liaison), altérant ainsi  le niveau d’expression des gènes. De plus,  il est possible qu’un seul polymorphisme n’ait pas (ou peu) d’impact, mais que ce soit la combinaison de plusieurs polymorphismes (i.e. haplotype) qui modifie l’expression du gène. Nous proposons que  ces  rSNPs génèrent une variabilité  interindividuelle dans  les mécanismes contrôlant  l’apoptose, d’où un  risque variable de développer certaines maladies complexes tel que le cancer. 
 





L’objectif  général  est  d’identifier  des  rSNPs  et  haplotypes  fonctionnels  qui seraient responsables de la variation des niveaux d’expression des gènes impliqués dans  la  voie  intrinsèque  d’apoptose.  Plus  particulièrement,  j’ai  étudié  la  voie intrinsèque  puisque  celle‐ci  est  initiée  suite  à  des  stress  intracellulaires  qui semblent  favoriser  le  dérèglement  de  voies  biologiques  impliquées  dans  le développement d’un cancer tel que la leucémie lymphoblastique aïgue. 
Les objectifs spécifiques du projet de recherche sont : 
(1)  Identifier  les  polymorphismes  présents  dans  la  région  promotrice proximale  des  11    gènes  d’apoptose  suivants :  BAG1,  BAG3,  CARD9,  CD47,  CYCS, MAP4K3, MAPK1, MAPK8, NOD1, YWHAB et YWHAQ;  
(2)  Déterminer  les  haplotypes  les  plus  fréquents  dans  la  population  pour chacun des promoteurs étudiés; 










Identification de polymorphismes régulateurs (rSNPs) Les promoteurs proximaux (environ 2kb en amont de l’exon 1) des 11 gènes cibles : BAG1, BAG3, CARD9, CD47, CYCS, MAP4K3, MAPK1, MAPK8, NOD1, YWHAB et  YWHAQ  ont  été  amplifiés  par  PCR.    Les  différentes  conditions  de  PCRs  sont décrites  en  annexe  aux  tableaux  I  et  II.    Afin  d’identifier  des  rSNPs,  nous  avons procédé au séquençage directe des produits de PCR générés à partir d’une cohorte de  40  individus  d’origines  européennes  (20  patients  atteints  de  la  leucémie lymphoblastique aiguë (LLA) et 20  individus sains (contrôle). Les patients atteints de la LLA ont été ajoutés à la cohorte de cette étude en raison des intérêts de notre laboratoire pour l’étude des déterminants génétiques de la leucémie de l’enfant. Les  fragments  de  PCR  ont  été  séquencé  à  au  centre  d’innovation  génome Québec‐Mc Gill à l’aide de séquenceurs automatiques (modèle 3730). Les séquences d’ADN ainsi obtenues  furent  comparées avec  la  séquence humaine  (homo sapiens) de référence de NCBI afin de déterminer  les polymorphismes présents et  les SNPs obtenus  sont  comparés  à  ceux  déjà  répertoriés  dans  dbSNPs  (build  130).  La comparaison des séquences est effectuée à l’aide du logiciel Sequencer 4.8. 
Détermination des haplotypes fréquents 





L’impact  fonctionnel des rSNPs sur  l’activité promotrice est mesuré  in vitro par  des  essais  de  gènes  rapporteurs,  des  essais  de  retard  sur  gel  et  par  des expériences de mutagenèse dirigée. 
Essai de gène rapporteur Les  régions  promotrices  d’intérêts  ont  été  amplifiés  à  partir  de  l’ADN génomique des individus possédant les haplotypes fréquents étudiés tel que décrit ci‐haut.  Chaque  haplotype  sélectionné  a  été  sous‐cloné  à  l’aide  de  la  technologie Gateway (Invitrogen, 2004). Cette dernière nécessite une série de deux réactions qui utilisent le principe de la recombinaison possible entre deux séquences homologues en  présence  d’enzymes  spécifiques.  La  recombinaison  est  possible  entre  les séquences  spécifiques  attB  qui  ont  été  préalablement  ajoutés  aux  extrémités  du fragment du 2kb  lors de  leur amplification et  les séquences attP présentes dans  le vecteur  donneur  pDONR  (Figure  12).  Grâce  à  l’enzyme  BP  ClonaseTM  II,  cette réaction BP permet d’insérer un fragment à l’intérieur du vecteur pDONR. Ceci  crée un vecteur pENTR contenant la portion du gène à étudier bornée de séquences attL. Après une incubation de 16 heures à température ambiante, l’ajout de l’enzyme LR ClonaseTM II et d’un vecteur de destination permet de réaliser une réaction LR entre les séquences attL du vecteur pENTR et les séquences attR du vecteur de destination pGL3basic qui ne contient pas de promoteur interne. Le résultat final est un vecteur 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contenant les différents haplotypes d’intérêt (promoteur de 2kb) en amont du gène de  la  luciférase  Firefly.  Puisque  le  vecteur  pGL3basic  contient  initialement seulement le gène de la luciférase dépourvu de son promoteur, son expression sera régulée par le promoteur inséré.  
 
Figure 12 . Réactions de recombinaison BP et LR effectuée par la technologie Gateway.  Le fragment ‘’gene’’ dans cette illustration correspond à un fragment de 2kb utilisé  dans  le  cadre  cette  étude.  (référence :  modifié  à  partir  du  protocole d’Invitrogène (2004) Gateway Technology with Clonase II).   Une  réaction  individuelle  doit  être  réalisée  pour  chacun  des  haplotypes étudiés.  Les  différentes  réactions  sont  ensuite  utilisées  pour  la  transformation  de bactéries  E.Coli  compétentes  DH5α  ou  One  Shot  Mach.  Une  purification  avec l’ensemble  QIAGEN  Plasmid  Mini  Kit  est  effectuée  afin  d’obtenir  de  l’ADN plasmidique  ultra  pure  qui  est  nécessaire  pour  faire  des  essais  in  vitro  de transfections (QIAGEN, 2005). L’intégrité de l’ADN plasmidique des clones obtenus est  vérifiée  par  séquençage  afin  de  confirmer  l’identité  des  l’haplotypes  désirés avant d’effectuer les expériences de transfections transitoire.  
31  
 
Pour  faire  l’essai  de  gène  rapporteur  avec  la  luciférase,  on  a  utilisé  le protocole  de  Promega  fournit  dans  la  trousse  ‘’Dual  Luciferase  Reporter  Assay System’’.  Les  constructions  des  clones  ont  été  transfecté  dans  trois  différentes lignées cellulaires (JURKAT, JEG3 et HeLa) en utilisant la LipofectamineTM 2000  qui est  un  agent  transfectant  qui  forme  des  gouttelettes  lipidiques  autour  de  l’ADN facilitant ainsi  la pénétration à  travers  la membrane phospholipidique des cellules eucaryotes  (Dalby,  2004).  L’utilisation de  lignées  cellulaires différentes permet de vérifier  la présence d’une spécificité cellulaire (tissu‐spécifique). Les constructions sont  cotransfectées  avec  le    vecteur  pRL‐CMV  (Promega)  contenant  la  luciférase 
Renilla sous le contrôle d’un promoteur SV40 (ratio 200 :1 pour les JEG3 et HeLa et 20 :1  pour  les  JURKAT).  Cette  cotransfection  d’un  contrôle  interne  permet  de normaliser  les  expériences  en  fonction  de  l’efficacité  de  la  transfection  d’un échantillon à  l’autre. Le vecteur pGL3basic  (Invitrogene) est utilisé comme témoin négatif  alors  que  le  vecteur  pGL3SV40  (Invitrogene)  est  utilisé  comme  témoin positif.   Après 24 heures d’incubation à 37oC dans un incubateur contentant 5% de CO2,  une  lyse  passive  des  cellules  est  effectuée  et  la mesure  de  l’activité  du  gène rapporteur (la luciférase) est réalisée avec la trousse DLR assay (Promega) avec un luminomètre  Spectra  Max  190  (Molecular  Devices)  selon  le  protocole  du manufacturier. L’activité Firefly des constructions haplotypiques est normalisée par l’activité du contrôle interne de la Renilla puisqu’on exprime les résultats en ratio de la Firefly/Renilla.  Les résultats présentés pour chaque haplotype correspondent à la moyenne de quatre réplicas de différents clones. Pour qu’une région promotrice étudiée soit 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déclarée  active,  son  activité  doit  être  d’environ  10  fois  suppérieure  à  l’activité  du promoteur pGL3basic  (Coleman, 2002). Des analyses statistiques sont effectuées à l’aide  du  test  paramétrique  Student’s  t‐test  non pairé  pour  déterminer  le  seuil  de signification (valeur p) des résultats observés. 
Expériences de Retard sur gel   L’impact  de  certains  SNPs  sur  la  liaison  entre  l’ADN  et  les  protéines nucléaires (activateurs ou répresseurs de la transcription) été déterminé par essais de  retard  sur  gel  pour  les  gènes YWHAB et  YWHAQ.  Les  oligonucléotides  double‐brins marqués  au  32P  correspondent  à  la  région  entourant  le  site  polymorphique d’intérêt (la liste des séquences des oligonucléotides testés est en annexe  Tableau XI). La séquence de ces sondes est déterminée en utilisant  le  logiciel MatInspector (Genomatix  Software  GmbH)  afin  de  prédire  les  différents  sites  de  liaison  de facteurs  de  transcription  entourant  chacun des  SNPs  testés. Un match parfait  à  la matrice obtient un score de 1,00 (chaque position séquence correspond au plus haut nucléotide conservé à cette position dans la matrice). Un "bon" match à la matrice a généralement une similitude de >0,80 (Cartharius, 2005). Les sondes marquées sont  incubées avec des extraits nucléaires des  lignées HeLa,  JEG3 et  JURKAT en utilisant  la trousse de Gel Shift Assay System (Promega). Le dosage des protéines dans les extraits nucléaires est effectué par essai Bradford (BioRad) selon les indications du fabriquant. Une réaction pour chaque SNP est fait comme  suit :  5  µg  d’extrait  nucléaire  sont  incubés  séparément  avec  35  nmol  de sonde  marquée  dans  un  tampon  5X  contenant  50mM  Tris‐HCL  (pH  7,5),  5  mM 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MgCl2,  2.5mM  EDTA,  2.5mM  DTT,  250mM  NaCl,  0.25µg/µL  polydeoxyinosinate‐deoxycytidylate et 20% glycérol dans un volume final de 10 µL. Ces incubations ont été  effectuées  à  température  ambiante  pendant  20  minutes.  Les  complexes protéiques  formés  sont  séparés  par  électrophorèse  sur  un  gel  de  polyacrylamide non dénaturant (6% acrylamide : bisacrylamide, 60 :1) avec un tampon 1X de Tris‐Glycine‐EDTA à 4oC pendant 2h30 à 190V. L’utilisation du tampon TGE par rapport au  tampon TBE (Tris‐Borate‐EDTA) plus couramment utilisé permet d’obtenir des bandes  plus  fortes  et mieux  définies.  Une  compétition  de  liaison  avec  des  sondes non marquées  est  effectuée dans un  ratio de 50 :1  (non marquée : marquée). Une sonde  non‐spécifique  et  non  marquée  appelée  AP2  est  utilisée  pour  valider  la spécificité de  la  liaison observée. Sa  séquence correspond à  la  séquence mutée du site de liaison au facteur de transcription AP2 (Tableau XI en annexe). 
Mutagenèse dirigée 




Figure  13  .  Vue  d’ensemble  de  la méthode  utilisée  pour  la mutagenèse  dirigée  (référence : 




  Dans mon projet de maitrise,  j’ai caractérisé  la diversité génétique de  la région  promotrice  de  11  gènes  de  la  voie  intrinsèque  de  l’apoptose.  L’étude d’une  cohorte  de  40  individus  non‐reliés,  d’origine  européenne,  a  permis d’identifier  63  SNPs  dans  les  promoteurs  proximaux  que  nous  avons  définit comme étant une région de 2kb en amont du premier exon. Tous les promoteurs étaient actifs dans au moins une des lignées cellulaires étudiées (Hela,  JEG‐3 et Jurkat).  Parmi  les  gènes étudiés,  les promoteurs des gènes YWHAB et YWHAQ ont montré une activité promotrice différentielle entre les différents haplotypes communs. Nous avons observé des liaisons ADN‐protéines différentielles pour 2 SNPs à  l’intérieur du promoteur du gène YWHAB. Le Tableau II résume l’étude de l’ensemble des promoteurs. Les gènes YWHAB et YWHAQ seront par la suite décrits  en détails. On  retrouve  en  annexe  toutes  informations  relatives  sur  les SNPs,  les  haplotypes  et  les  essais  luciférases  des  autres  9  gènes  n’ayant  pas montré d’activité promotrice différentielle au cours de notre étude. La  densité  des  polymorphismes  correspondante  est  de  2,9  SNPs/kb  en moyenne, ce qui est un peu faible si l’on compare avec la littérature (environ 4.5 SNPs/kb)  (Labuda,  2007).  Il  est  possible  que  la  région  promotrice  des  gènes étudiés  soient  davantage  conservées  dans  l’évolution  étant  donné  leur  rôle essentiel  dans  une  voie  biologie  hautement  régulée.  Par  exemple,  deux  gènes MAPK1  et  YWHAQ  n’ont  que  3  et  2  SNPs  respectivement  au  total  dans  leur promoteur de 2 kb. 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YWHAQ  2  ‐Rs10203320 ‐Rs2091210  3  Oui  Oui * : plusieurs gènes n’ont pas d’essais de retardement sur gel à cause de l’absence d’activité promotrice différentielle. ** : Les gènes en gris sont ceux ayant un impact fonctionnel. 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YWHAB (14­3­3­β)   YWHAB,  l’isoforme  bêta  (β)  de  la  famille  14‐3‐3,  est  un  gène  anti‐apoptotique qui code pour une protéine qui lie différentes protéines incluant des phosphatases,  des  kinases  et  des  récepteurs  membranaire.  YWHAB  est impliquée  dans  la  régulation  de  la  progression  du  cycle  cellulaire  et  dans  la tumorigenèse.  Ce  gène  est  connu  pour  favoriser  l’activation  de  la  voie  MAPK (mitogene‐activated  protein  kinase),  mais  son  mécanisme  menant  à  la carcinogenèse n’est pas clairement compris (Graf, 2010). Le reséquençage de la région promotrice d’YWHAB chez 40 individus a permis d’identifier sept rSNPs : ‐913C>G,  ‐730T>G,  ‐531C>T,  ‐141C>T,  ‐134T>C,  ‐7G>T,  +70in(CGC)  (Tableau III). Le schéma du promoteur d’YWHAB est illustré à la Figure 14. Tous les SNPs trouvés dans ce promoteur étaient répertoriés dans dbSNP.   





Figure 14 . Schéma du promoteur proximal d’YWHAB avec ses rSNPs.    Les  sept  SNPs  du  promoteur  d’YWHAB  se  retrouvent  sous  la  forme  de trois haplotypes fréquents (Tableau IV). Ces trois haplotypes forment 85% de la totalité  des  haplotypes  observés.  On  remarque  que  l’haplotype  H11  est  plus fréquent dans le groupe LLA que dans le groupe contrôle alors que pour les deux autres haplotypes ont une fréquence similaire dans les deux groupes.   
Tableau  IV  .  Haplotypes  fréquents  de  la  région  promotrice  d’YWHAB  et  leur  fréquence 
observée dans notre cohorte de contrôles et de patients. H  ‐913 C>G  ‐730 T>G  ‐531 C>T  ‐141 C>T  ‐134 T>C  ‐7 G>T  +70 ins (CGC) 
Fréquence % 
                Cohorte  Contrôle   Patients LLA 1  G  G  C  C  T  G  ‐  22,5 %  22,5 %  22,5 % 8  C  T  C  C  T  G  ‐  41,0%  45,0 %  37,5 % 11  C  T  C  T  C  T  CGC  21,3%  12,5 %  30,0 % 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Figure 15 . Impact fonctionnel des haplotypes du promoteur d’YWHAB  La  transfection  cellulaire  est  faite  dans  3  lignées  cellulaires  différentes  (JEG‐3, HeLa et Jurkat). Les résultats illustrés sont tirés d’une expérience représentative parmi  3  expériences  indépendantes.  Les  résultats  sont  exprimés  en  ratio  de l’activité  de  la  Firefly  /  Renilla  multiplié  par  1  ou  100  selon  indication.  Les valeurs p sont calculés à partir de 4 réplicas avec le test Student non‐pairé (* : p< 0,05; ** : p<0,005; *** p<0,0005)   Des essais de retard sur gel ont été effectués pour vérifier la présence de liaisons différentielles au niveau des SNPs de cette région promotrice. Les gels des  SNPs  ‐730T>G  et  ‐141C>T  avec  l’extrait  nucléaire  JURKAT  et  HeLa respectivement sont montrés dans les Figure 16 et Figure 17. 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Tout  d’abord  avec  le  SNP  ‐730T>G  (Figure  16),  on  peut  observer  la présence  d’une  liaison  différentielle  au  niveau  des  complexes  1  et  2,  chaque complexe  lie  uniquement  ‐730G  (puits  2  vs  puits  6).  La  compétition  dans  les puits 7 et 8 confirme que le complexe se lie davantage à la sonde G, car la bande ne  disparaît  qu’en  présence  du  compétiteur  ‐730G  non marqué.  La  liaison  est spécifique puisque  la compétition avec  la sonde AP2 ne  fait pas disparaître  les bandes (puits 9). Le  SNP  141C>T  (Figure  17),  montre  la  présence  de  plusieurs  liaisons différentielles  au  niveau  des  complexe  3  à  7,  chaque  complexe  étant  formé uniquement en présence de l’allèle ‐141T (puits 2 vs puits 6). Les expériences de compétition (puits 7 et 8) confirme que le complexe se lie davantage à la sonde T, car  le profil de bandes est modifié seulement   en présence du compétiteur  ‐141T non marqué. La liaison est spécifique puisque la compétition avec la sonde AP2 ne fait pas changer le profil des bandes (puits 9). Pour  les  trois  lignées  cellulaires,  les  SNPs  ‐730T>G  et  ‐141C>T  ont montré une liaison différentielle alors que les quatre autres SNP testés (‐913C>G ,‐531C>T, ‐134T>C, ‐7G>T) ne montrent pas de différence. Ceci suggère que les rSNPs  ‐730T>G  et  ‐141C>T  seraient  impliqués  dans  l’activité  promotrice différentielle  observée.  Nous  avons  fait  des  analyses    in  silico  pour  prédire l’impact de ces 2 rSNPs sur les sites (gain ou perte) de liaison à des facteurs de transcriptions. Pour  le SNP ‐730 T>G, nous observons une  liaison différentielle pour trois facteurs de transcriptions : un site de liaison ‘’RXR heterodimer’’ ainsi que 2 sites pour la protéine  ‘’p53 tumor suppressor’’(Tableau V). Pour le SNP ‐
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141C>T,  nous  contemplons  une  liaison  différentielle  pour  deux  facteurs  de transcriptions : un site de  liaison pour une protéine  ‘’zinc  finger’’ et un pour  la protéine ‘’PAX‐5 B‐cell‐specific activator’’ (Tableau VI). 























rSNP ­141 C>T d’YWHAB. Des oligonucléotides double brins et marqués  (*)  correspondant aux différents allèles du SNP ‐141 C>T sont incubées avec l’extrait nucléaire de cellules HeLa. Les puits 1 à 5 représentent  la  sonde marqué  ‐141C alors que  les puits 6 à 9  représentent  la  sonde  ‐141T. Les sondes non‐marquées utilisées pour compétitioner  la  liaison de protéines à l’ADN sont en excès dans un ratio de 50/1. Des compétiteurs spécifiques correspondant aux  sondes  non‐marquées  des  différents  allèles  sont  utilisés  dans  les  puits  3,  4,  7,  8 alors qu’un compétiteur non spécifique est utilisé dans les puis 5 et 9. Les séquences des sondes  utilisées  sont  décrites  dans  le  Tableau  XI  en  annexe.  Les  sondes  non  liées migrent  rapidement  au  bas  du  gel  alors  que  les  complexes  protéines‐sondes migrent moins rapidement Les complexes spécifiques sont identifiés par une flèche rouge tandis que  les complexes non‐spécifiques sont identifiés par une flèche bleue. 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Figure  19  .  Impact  fonctionnel  de  la  mutagenèse  dirigée  à  partir  de  l’haplotype  H8  du 
promoteur d’YWHAB. La  transfection  cellulaire  illustrée  est  faite  dans  la  lignée  cellulaire  JEG‐3.  Les résultats  illustrés  sont  tirés  d’une  expérience  représentative  parmi  3 expériences indépendantes. Les résultats sont exprimés en ratio de l’activité de la  Firefly  / Renilla multiplié  par 100.  Les  valeurs p  sont  calculés  à  partir  de 4 réplicas avec le test Student non‐pairé (* : p< 0,05; ** : p<0,005; *** p<0,0005) 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Puisque  les  essais  de  mutagenèse  dirigée  n’ont  pas  permis  de  valider l’effet des rSNPs ‐730T>G et ‐141C>T sur l’activité promotrice différentielle, de nouvelles  constructions  raccourcis  du  promoteur  ont  été  confectionnées. L’haplotype H8 est celui avec la plus forte activité promotrice.  Comme il diffère seulement à 2 positions (‐930C>G et ‐730 T>G) avec l’haplotype H1, nous avons choisi  d’exclure  ceux‐ci  des  nouvelles  contructions.  Ces  constructions contenaient  seulement  les  900  paires  de  bases  et  excluaient  les  deux  SNPs  ‐930C>G  et  ‐730  T>G.  Le  résultat  attendu  est  que  l’activité  des  nouvelles constructions sera équivalente. Le schéma des promoteurs raccourcis d’YWHAB est illustré à la Figure 20. 
 
 
Figure 20 . Schéma des haplotypes du promoteur raccourci d’YWHAB.    L’activité promotrice des haplotypes raccourcis H1/900bp et H8/900bp a été testée par des essais de gène rapporteur pour voir leur impact sur l’activité promotrice  d’YWHAB  (Figure  21).  On  constate  que  les  promoteurs  raccourcis sous‐cloné  sont  actif  puisque  ses  valeurs  de  luciférase  sont  de  50  à  1000  fois plus élevées que le contrôle négatif (pGL3b). Aucune activité différentielle n’est observée  entre  les  deux  haplotypes  H1/900bp  et  H8/900bp  dans  les  lignées cellulaires  testées.  Le  même  profil  d’expression  a  été  observé  dans  les  deux lignées cellulaires. 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Cette perte d’activité différentielle entre ses deux haplotypes permet de confirmer  l’importance  d’un  ou  des  SNPs  ‐913C>G  et  ‐730T>G  dans  l’activité promotrice différentielle observée auparavant avec  les haplotypes H1 et H8 de 2kb.     
  
Figure 21 . Impact fonctionnel des promoteurs raccourcis d’YWHAB. La transfection cellulaire illustrée est faite dans 2 lignées cellulaires différentes (JURKAT  et  JEG‐3).  Les  résultats  illustrés  sont  tirés  d’une  expérience représentative parmi 3 expériences indépendantes. Les résultats sont exprimés en  ratio  de  l’activité  de  la  Firefly  /  Renilla  multiplié  par  100  ou  1000  selon indication. Les valeurs p sont calculés à partir de 4 réplicas avec le test Student non‐pairé (* : p< 0,05; ** : p<0,005; *** p<0,0005). 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YWHAQ (14­3­3­τ/Ѳ) YWHAQ, l’isoforme thêta (θ) aussi nommé tau Ѳ de la famille 14‐3‐3, est un gène codant pour une protéine adaptatrice  impliquée dans  la  régulation de plusieurs voies de signalisation autant générales que spécialisées (Aitken, 2006). Cette  liaison  se  traduit  généralement  par  la  modulation  de  l'activité  du partenaire de liaison (Wang, 2004). Sous sa forme d’homodimère, YWHAQ peut interagir avec plusieurs protéines et ainsi moduler leur activité. Le reséquençage de  la région promotrice d’YWHAQ chez 40  individus a permis d’identifier deux rSNPs : ‐515T>C et ‐95C>G (Tableau VII). Le schéma du promoteur d’YWHAQ est illustré  à  la  Figure  22.  Tous  les  SNPs  trouvés  dans  ce  promoteur  étaient répertoriés dans dbSNP.   
Tableau  VII  .  SNPs  du  promoteur  d’YWHAQ  avec  leur  position  génomique  et  leur 





Les  deux  SNPs du promoteur d’YWHAQ  se  retrouvent  sous  la  forme de trois haplotypes fréquents (Tableau VIII).  Ces trois haplotypes forment 95% de la totalité des haplotypes observés. On observe une fréquence similaire entre les différents haplotypes pour  les deux groupes : Contrôles vs Patients LLA.  
Tableau VIII  . Haplotypes  fréquents de  la région promotrice d’YWHAQ et  leur  fréquence 






Figure 23 . Impact fonctionnel des haplotypes du promoteur d’YWHAQ. La  transfection  cellulaire  est  faite  dans  3  lignées  cellulaires  différentes  (JEG‐3, HeLa et Jurkat). Les résultats illustrés sont tirés d’une expérience représentative parmi  3  expériences  indépendantes.  Les  résultats  sont  exprimés  en  ratio  de l’activité de la Firefly / Renilla multiplié par 100 ou 10 000 selon indication. Les valeurs p sont calculés à partir de 4 réplicas avec le test Student non paire (* : p< 0,05; ** : p<0,005; *** p<0,0005). 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du rSNP ­95 C>G d’YWHAQ. Des oligonucléotides double brins et marqués  (*)  correspondant aux différents allèles du SNP  ‐95C>G sont  incubées avec  l’extrait nucléaire de cellules HeLa. Les puits 1 à 4 représentent la sonde marqué ‐95C alors que les puits 5 à 8 représentent la sonde ‐95G. Les sondes non‐marquées utilisées pour compétitioner  la  liaison de protéines à  l’ADN sont en excès dans un ratio de 50/1. Des compétiteurs spécifiques correspondant aux sondes non‐marquées des différents  allèles  sont utilisés dans  les puits 3,  4,  7,  8  alors qu’un  compétiteur  non  spécifique  est  utilisé  dans  les  puis  5  et  9.  Les  séquences  des sondes  utilisées  sont  décrites  dans  le  Tableau  XI  en  annexe.  Les  sondes  non  liées migrent  rapidement  au  bas  du  gel  alors  que  les  complexes  protéines‐sondes migrent moins rapidement. Les complexes non‐spécifiques sont identifiés par une flèche bleue. 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du promoteur d’YWHAQ. La  transfection  cellulaire  illustrée  est  faite  dans  les  trois  lignées  cellulaires (JURKAT,  JEG‐3  et  HeLa).  Les  résultats  illustrés  sont  tirés  d’une  expérience représentative parmi 3 expériences indépendantes. Les résultats sont exprimés en  ratio  de  l’activité  de  la  Firefly  /  Renilla  multiplié  par  100  ou  1000  selon indications. Les valeurs p sont calculés à partir de 4 réplicas avec le test Student non‐pairé (* : p< 0,05; ** : p<0,005; *** p<0,0005) 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Puisque  ni  les  essais  de  mutagenèse  dirigée  et  ni  les  essais  de retardement sur gel n’ont pas permis valider l’impact fonctionnel des deux SNPs ‐515T>G  et  ‐95C>G  du  promoteur  d’YWHAQ,  de  nouvelles  constructions raccourcis du promoteur ont été confectionnées. Ces constructions contenaient seulement  600  paires  de  bases  et  excluant  ainsi  la  région  en  amont  des  deux SNPs  du  promoteur  d’YWHAQ,  région  qui  pourrait  potentiellement  affecter l’activité promotrice en liant ses deux SNPs. Le schéma du promoteur raccourci d’YWHAQ est illustré à la Figure 28. 
 
 









Rappel du projet    L’existance  de  variants  génétiques  fonctionnels  semble  expliquer  en partie  la  différence  inter‐individuelle  dans  la  susceptibilité  à  développer  une maladie. Dans ce projet, mon attention s’est porté essentiellement sur les SNPs localisés  dans  la  région  de  régulation  des  gènes  (rSNPs).  Ces  polymorphismes peuvent  affecter  la  liaison  de  facteurs  de  transcription  ce  qui  engendre  des altérations  dans  la  transcription  des  gènes  correspondants.  Puisque l’élimination  des  cellules  par  le  processus  de  mort  cellulaire  programmée (apoptose)  est  un  mécanisme  essentiel  dans  le  maintien  de  l’homéostasie cellulaire, il est probable que la présence de variants dans cette voie hautement régulée  puisse  augmenter  le  risque  de  développer  une  maladie  complexe notamment le cancer. L’accumulation de cellules anormales contenant une voie d’apoptose  dérégulée  contribuerait  à  créer  un  environnement  propice  à  la tumorigenèse .   Pour ce faire, j’ai déterminé le contenu en  SNPs dans la région proximale des promoteurs de 11 gènes de la voie intrinsèque de l’apoptose :  BAG1, BAG3, CARD9,  CD47,  CYCS,  MAP4K3,  MAPK1,  MAPK8,  NOD1,  YWHAB  et  YWHAQ.  L’impact fonctionel des rSNPs correspondants et des haplotypes associés ont été effectué en combinant des essais in vitro et des outils de prédictions in silico. 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Sommaire des résultats obtenus    L’étude des rSNPs dans les promoteurs a permis d’identifer 63 rSNPs et 32  haplotypes  majeurs  dans  11  gènes  de  la  voie  intrinsèque  de  l’apoptose (Tableau  II).  Le  but  de  cet  étude  était  de  découvrir  s’il  y  avait  un  impact fonctionnel entre les différents haplotypes pour un promoteur donné. Sur les 11 gènes  étudiés,  les promoteurs des  gènes d’YWHAB et YWHAQ ont montré une activité  promotrice  différentielle.  Ces  résultats  supportent  l’hypothèse  initiale qui  proposait  que  la  variabilité  génétique  au  niveau  des  promoteurs  pouvait mener  à  une  activité  promotrice  différentielle.  Plusieurs  SNPs/haplotypes étaient  présents dans  les  neuf  autres promoteurs  étudiés, mais  aucun d’entre‐eux ne semble être fonctionnel, du moins dans le contexte des lignées cellulaires utilisées. 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La famille protéique 14­3­3 La  famille  14‐3‐3  est  un  groupe  de  protéines  très  conservées  entre espèces  et  qui  sont  impliquées  dans  de  nombreux processus  cellulaires  vitaux tels que  le métabolisme,  la  circulation des protéines,  la  signalisation  cellulaire, l'apoptose et la régulation du cycle cellulaire (Mackinstosh, 2004). La famille 14‐3‐3  est  composée  de  sept  isoformes  nommés  bêta,  epsilon,  zêta,  êta,  thêta, gamma et sigma (Jones, 1995). Ces protéines sont exprimées ubiquitairement et elles ont  la capacité de s’auto‐assembler en homo et hétérodimères afin de  lier un large spectre de partenaires :  les facteurs de transcriptions, des enzymes de biosynthèse, des protéines du cytosquelette, des molécules de signalisation, des facteurs de  l’apoptose et des  suppresseurs de  tumeurs. Cette  liaison protéique est  phosphosérine‐dépendante  ou  phosphosérine‐indépendante  selon  le partenaire  de  liaison  (Muslin,  1996).  La  fonction  des  protéines  14‐3‐3  varie selon le mode d’action sur leurs cibles (Obsilova, 2008):     1)  la protéine14‐3‐3 peut changer  la conformation de son partenaire de liaison.    2)  la  protéine  14‐3‐3  peut  obstruer  physiquement  les  séquences‐spécifiques ou les caractéristiques structurelles de son partenaire de liaison.    3) la protéine 14‐3‐3 peut agir comme une molécule adaptatrice et ancrer des protéines à proximité les unes des autres. 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YWHAB est l’isoforme béta (β) de la famille 14‐3‐3 qui est impliqué dans plusieurs mécanismes cellulaires essentiels. La protéine encodée par ce gène est connue pour lier RAF1 et la phosphatase CDC25 suggérant son implication dans la  signalisation mitogénique et dans  la machinerie du cycle  cellulaire  (Conklin, 1995), (Takihara, 2000). Le promoteur de ce gène contient 7 rSNPs qui forment 3  haplotypes  communs  (plus  de  5 %  dans  notre  cohorte)  (Tableau  IV).  Nous avons  montré  qu’il  existe  une  activité  promotrice  différentielle  entre  les haplotypes  du  promoteur  d’YWHAB  (Figure  15).  L’haplotype  H8  possède  une activité  promotrice  plus  forte  que  les  deux  autres  haplotypes  (H1  et H11).  En comparant  les séquences des différents haplotypes,  il est difficile d’identifier  le ou  les  rSNPs  fonctionnels  à  l’aide  des  expériences  in  vitro  réalisées.  Sur  les  6 rSNPs  testés  lors  de  ces  essais,  seulement  les  rSNPs  ‐730T/G  et  ‐141C/T  ont montré qu’il y avait des liaisons différentielles (Figure 16 et Figure 17).  Les prédictions de liaisons de facteurs de transcription du rSNP ‐730 T/G ont montré une liaison différentielle. L’allèle G (H1) peut lier deux élément ‘’p53 tumor supressor’’  tandis que  l’allèle T (H8) ne  lie pas ces  facteurs (Tableau V). Les ‘’scores’’ de la matrice pour ces deux éléments sont de 0.920 et 0.975 ce qui est  qualifié  un  "bon"  match  à  la  matrice  (>0,80)  selon  les  normes  de MatInspector  (Cartharius, 2005). Selon  la  litérature,  le  facteur de  transcription p53  régule  l’expression  des  gènes  impliqués  dans  différentes  fonctions cellulaires incluant le cycle cellulaire, la réparation de l’ADN ainsi que l’apoptose (Vogelstein,  2000).  P53  peut  induire  l’apoptose  en  réponse  à  un  dommage  à 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l’ADN  lorsque  les  lésions  sont  très  étendues  ou  lorsque  le  mécanisme  de réparation à l’ADN échoue (Lane, 1993). La perte de l’activité de l’élément p53 se traduit  par  une  tolérance  aux  dommages  à  l’ADN  produits  par  des  agents génotoxiques  (Irby,  1999).  Le  développement  du  cancer  est  éventuellement favorisé puisque la cellule n’est plus capable d’induire l’apoptose.  Ainsi, la perte de  la  liaison  du  facteur  de  transcription  p53  par  l’allèle  T  pourrait  favoriser l’expression  du  gène  YWHAB  et  accentuer  l’inabilité  de  la  cellule  à  induire l’apoptose ainsi qu’à intervenir dans la progression du cycle cellulaire normal.  Les expériences de mutagenèse dirigée sur les SNP ‐730T/G et ‐141 C/T n’ont  pas  permis  de  valider  leur  impact  direct  de  ces  SNPs  sur  l’activité promotrice  différentielle  observée  pour  YWHAB.  Les  essais  de  transfections cellulaires des contructions raccourcis H1/900bp et H8/900bp du gène YWHAB ont montré une activité promotrice semblable (Figure 21). La perte de l’activité promotrice  différentielle  entre  ses  deux  haplotypes  permet  de  spéculer  sur  le rôle  d’un  ou  des  deux  SNPs  exclus  des  contructions  (‐913C/G  et  ‐730T/G).  La perte  de  ces  SNPs  doit  empêcher  la  liaison  d’un  complexe  protéique  et  ainsi causer la perte l’activité promotrice différentielle d’YWHAB. Ceci suggére que la région  tronquée  est  impliquer  dans  l’activité  promotrice  différentielle antérieurement avec les constructions de 2kb. À notre connaissance, il n’y a aucune publication visant la caractérisation de  la  région promotrice d’YWHAB. Cependant,  plusieurs  études ont  été  réalisé sur la quantification de l’expression génique de cet isofome de la famille 14‐3‐3. Une étude à démontrée que l’ARNm d’14‐3‐3β était surexprimé dans plusieures 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YWHAQ est  l’isoforme  thétâ  (τ/Ѳ) de  la  famille  14‐3‐3.  YWHAQ  semble réguler  l’apoptose  directement  sous  l’influence  d’un  stress  génotoxique (Stavridi, 2001), (Waterman, 1998). YWHAQ est abondamment exprimée dans le cerveau,  le cœur et  le pancréas, et à des niveaux  inférieurs dans  les reins et  le placenta (Malaspina, 2000).  Le  promoteur  de  ce  gène  contient  2  SNPs  qui  forment  3  haplotypes communs (Tableau VIII). Nous avons montré qu’il existe une activité promotrice différentielle  entre  les  haplotypes  du  promoteur  d’YWHAQ  (Figure  23). L’haplotype H1 possède une activité promotrice plus  forte que  les deux autres haplotypes  (H2  et H4).  En  comparant  les  séquences des différents  haplotypes, seul le rSNP ‐95 C/G semble affecter l’activité différentielle puisque l’allèle C est seulement observé avec l’haplotype H1 tandis que l’allèle G est observé dans les deux autres haplotypes avec l’activité promotrice plus faible. Les expériences de mutagenèse  dirigée  sur  le  SNP  ‐95C/G  n’ont  pas  permis  de  valider  l’impact directe de ce SNP sur l’activité promotrice différentielle observée pour YWHAQ.  Les essais de transfections cellulaires des contructions raccourcis à 600 bp  du  gène  YWHAQ  ,H1/95G  et  H2/95C,  ont  montré  une  activité  promotrice semblable pour  les haplotypes H1 et H2  (Figure 29)  i.e.  une perte de  l’activité promotrice différentielle. Il est connu que la liaison d’un complexe protéique tel que  les  facteurs  de  transcription  peut  nécessiter  la  liaison  à  plusieurs  points d’ancrage à  l’ADN. Ainsi,  la perte d’une région entière d’ADN peut empêcher  la liaison  du  complexe  protéique  de  ce  SNP  ainsi  causer  la  perte  l’activité 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promotrice  différentielle  d’YWHAQ.  Ceci  suggére  que  la  région  tronquée  en amont  influence  ses  SNPs  afin  de  créer  l’activité  promotrice  différentielle antérieurement avec les constructions de 2kb. Les essais de retard sur gel n’ont pas montré de  liaison différentielle au niveau des deux rSNPs et ce dans les trois lignées cellulaires testées (Figure 24 et Figure 25) avec les conditions expérimentales utilisées. Une  étude  précédente  a  étudié  l’expression  de  l’isoforme  14‐3‐3  theta sous  une  nouvelle  forme  tronquée  en  3’UTR  dans  les  cellules  de  Sertoli  du testicule murin  qui  influencerait  sa  fonction  cellulaire  (Chaudhary,  2000). Une autre étude a démontré qu’YWHAQ était significativement surexprimée dans le sérum des patients atteint du cancer du poumon comparativement aux individus non‐atteints  (Pereira‐Faca,  2007).  Ils  ont  même  proposé  que  cette  détection dans  le  sérum des patients  ouvrait  la possibilité d’utiliser  ce biomarqeur pour discriminer  efficacement  les  différents  stages  du  développement  du  cancer  du poumon.  Une  récente  étude  sur  l’identification  de  variants  fonctionnels  sur  des gènes impliqués dans  le cycle cellulaire et l’apoptose a permis de trouver 7 SNPs qui  présentent  des  différences  alléliques  dans  la  réponse  cellulaire  à  un  large panel d'agents chimiothérapeutiques cytotoxiques. Parmis les SNPs trouvés, un SNP intronique du gène YWHAQ (rs6734469, P=5.6x10‐47) a démontré une forte association avec  la  faible réponse aux agents chimiothérapeutiques ainsi qu’un faible taux de survie des patients atteints du sarcome des tissus mous (Vazquez, 2009).  
73  
 




Mon projet cherchait à démontrer le lien entre la variabilité génétique et l’activité promotrice différentielle. Pour ce  faire nous avons ciblé  le promoteur proximal défini arbitraiement comme une région de 2kb en amont de  l’exon 1. Nous  sommes  conscients  qu’il  est  probable  que  d’autres  polymorphismes présents  à  l’extérieur  de  la  région  promotrice  puissent  influencer  le  niveau d’expression  d’un  gène.  Une  des  limites  importantes  de  notre  étude  est  le contexte  in  vitro  des  expériences.  Il  se  peut  que  les  résultats  ainsi  obtenus  ne reflètent  pas  nécessairement  ce  que  nous  pourrions  observer  in  vivo.  La régulation de l’expression des gènes implique généralement plusieurs éléments régulateurs  ainsi  que  des  facteurs  et  cofacteurs  de  transcriptions  qui  peuvent avoir  été  absent  dans  notre  contexte  expérimental  in  vitro.  Les  modifications épigénétiques  du  promoteur  sont  aussi  des  éléments  importants  pouvant influencer    la  disponibilité  de  la  région  promotrice  à  lier  des    facteurs  de transcriptions.   Pour ce qui est de nos expériences de retard sur gel,  la  liaision des  protéines  présentes  dans  les  extraits  nucléaires  pourraient  lier  ou  non différement  la  sonde  dans  un  contexte  in  vitro  vs  in  vivo.  Dans  la  cellule,  le recrutement  de  complexes  protéiques  à  l’ADN  nécessite  l’interaction  avec plusieurs  facteurs  de  transcription  pour  pouvoir  venir  lier  le  promoteur.  Il  se peut que la sonde utilisée ne contient pas les sites de liaisons de ces facteurs de transcriptions. Cette perte de ces sites de liaison influencera ainsi le recrutement de la protéine ou du complexe protéique qui se lie normalement à notre région ciblée par notre sonde. De plus,  la  force de  liaison entre  les protéines et  l’ADN 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 BAG1   A  95 oC /10’,  40 cycles (95oC/45’’, 58 oC/45’’, 70 oC/2’),   72 oC /10’  BAG3   A  95 oC /10’,  40 cycles (95oC/45’’, 56 oC/45’’, 72 oC/2’),   72 oC /10’   CARD9 
  A 










































SNP*  Position chromosomique  Numéro rs ‐1725 A‐>G  chr9:33,266,445‐33,266,445  rs706123 ‐1710 A‐>G  chr9:33,266,430‐33,266,430  rs706122 ‐1023 C‐>A  chr9:33,265,743‐33,265,743  rs11791605 ‐685 C‐>G  chr9:33,265,405‐33,265,405  rs16919130 ‐453 C‐>G  chr9: 33,265,215‐33,265,215  ‐‐ *Position calculée en considérant le début de la transcription comme étant +1 ** USCS, dbSNP build 131 ‐‐SNP non répertorié dans dbSNP 131  
Tableau XIV : SNPs du promoteur de BAG3 avec leur position génomique.  










SNP*  Position chromosomique  Numéro rs ‐2016 A>G  chr9:139270149‐139270149  rs3088081 ‐1772 T>C  chr9:139269905‐139269905  rs3812560 ‐1411 T>C  chr9:139,269,544‐139,269,544  ‐‐ ‐1350 G>A  chr9:139269483‐139269483  rs3829111 ‐1205 C>T  chr9:139269338‐139269338  rs10781500 ‐1159 C>T  chr9:139,269,292‐139,269,292  ‐‐ ‐1065 A>G  chr9:139269198‐139269198  rs3829110 ‐1002 A>G  chr9:139269135‐139269135  rs3812558 ‐362 A>G  chr9:139,268,495‐139,268,495  ‐‐ ‐320 C>T  chr9:139,268, 453‐139,268,453  ‐‐ ‐134 C>G  chr9:139,268, 267‐139,268,267  ‐‐ *Position calculée en considérant le début de la transcription comme étant +1 ** USCS, dbSNP build 131 ‐‐SNP non répertorié dans dbSNP 131   
Tableau XVI : SNPs du promoteur de CD47 avec leur position génomique.  




SNP*  Position chromosomique  Numéro rs ‐1432 A‐>G  chr7:25,166,387‐25,166,387  rs2107123 ‐882 A‐>G  chr7: 25,165,837‐25,165,837  ‐‐ ‐847 C‐>T  chr7: 25,165,802‐25,165,802  ‐‐ ‐769 A‐>G  chr7:25,165,724‐25,165,724  rs3846998 ‐719 DEL AT  chr7:25,165,674‐25,165,675  rs5882962 *Position calculée en considérant le début de la transcription comme étant +1 ** USCS, dbSNP build 131 ‐‐SNP non répertorié dans dbSNP 131  
Tableau XVIII : SNPs du promoteur de MAP4K3 avec leur position génomique. 
SNP*  Position chromosomique  Numéro rs ‐1370 T>C  chr2: 39,665,589‐39,665,589  ‐‐ ‐440 C>T  chr2: 39,664,659‐39,664,659  rs56128332 ‐316 C>T  chr2:39,664,535‐39,664,535  ‐‐ *Position calculée en considérant le début de la transcription comme étant +1 ** USCS, dbSNP build 131 ‐‐SNP non répertorié dans dbSNP 131  
Tableau XIX : SNPs du promoteur de MAPK1 avec leur position génomique. 




SNP*  Position chromosomique  Numéro rs ‐1937 G‐>A  chr10:49,607,750‐49,607,750  rs11101312 ‐1695 C‐>T  chr10:49,607,992‐49,607,992  rs17697972 ‐1049 G‐>A  chr10:49,608,638‐49,608,638  rs10857561 ‐897 C‐>T  chr10:49,608,790‐49,608,790  rs17697978 ‐674 DEL C  chr10:49,609,013‐49,609,013  rs11332662 ‐509 A‐>G  chr10:49,609,178‐49,609,178  rs17698002 ‐285 T‐>C  chr10:49,609,402‐49,609,402  rs28395807 ‐109 C‐>A  chr10:49,609,578‐49,609,578  rs3730154 *Position calculée en considérant le début de la transcription comme étant +1 ** USCS, dbSNP build 131   
Tableau XXI : SNPs du promoteur de NOD1 avec leur position génomique.  
SNP*  Position chromosomique  Numéro rs ‐1684 C>A  chr7:30,520,076‐30,520,076  rs5743322 ‐972 C>T  chr7: 30,519,364‐30,519,364  ‐‐ ‐638 C>T  chr7: 30,519,030‐30,519,030  ‐‐ ‐210 G>A  chr7:30,518,602‐30,518,602  rs2075816 ‐174 A>G  chr7:30,518,566‐30,518,566  rs2066973 ‐146 G>C  chr7:30,518,538‐30,518,538  rs7790806 ‐86 A>C  chr7:30,518,478‐30,518,478  rs2108356 ‐85 A>T  chr7:30,518,477‐30,518,477  rs2108355 *Position calculée en considérant le début de la transcription comme étant +1 ** USCS, dbSNP build 131 ‐‐SNP non répertorié dans dbSNP 131 
xxvi  
 













            Cohorte   Contrôles  Patients LLA 
1  G  A  C  C  C  23,75%  27,5 %  20,0 % 
3  G  A  A  G  C  6,25%  5,0 %  7,5 % 
4  G  G  C  C  C  68,75%  67,5 %  70,0 % 
 


















              Cohorte   Contrôles  Patients 
LLA 
1  A  G  T  A  A  C  55,0  60,5 %  45,5 % 
3  A  A  ‐  ‐  ‐  T  33,3  31,6 %  36,4 % 






























                         Cohorte   Contrôles  Patients LLA 
1  A  T  T  G  C  C  A  A  A  C  C  56,6 %  55,0 %  58,3 % 
6  G  C  T  A  T  C  G  G  A  C  C  27,6 %  27,5 %  27,8 % 
8  G  C  T  A  T  C  G  G  A  T  C  5,3 %  5,0 %  5,6 % 
xxvii  
 













            Cohorte   Contrôles  Patients LLA 
1  C  G  C  C  C  48,75%  52,5 %  45,0 % 
2  C  A  C  C  C  22,50%  20,0 %  25,0 % 
4  C  A  G  C  C  25,00%  25,0 %  25,0 %    













            Cohorte   Contrôles  Patients LLA 
1  A  A  C  A  ‐  22,5 %  25,0 %  20,0 % 
3  G  A  C  A  ‐  27,5 %  25,0 %  30,0 % 
4  G  A  C  G  ‐  45,0 %  45,0 %  45,0 %    







        Cohorte   Contrôles  Patients LLA 
1  T  C  C  59,3%  50,0%  67,4 % 














          Cohorte   Contrôles  Patients LLA 
1  A  ‐‐  G  T  46,0 %  46,9 %  44,4 % 




















                  Cohorte   Contrôles  Patients 
LLA 
1  G  C  G  C  C  A  T  A  57,50%  65,0 %  50,0% 
4  G  C  A  C  ‐  A  T  A  20,00%  15,0 %  25,0 % 
5  G  T  G  C  ‐  A  T  A  6,25%  5,0 %  7,5 % 
6  A  C  A  C  ‐  A  T  A  10,00%  7,5 %  12,5 %   




















                  Cohorte   Contrôles  Patients 
LLA 
1  C  C  C  G  A  G  A  A  53,0 %  50,0 %  60,0 % 
5  C  C  T  A  G  G  A  A  21,0 %  17,9 %  30,0 % 







Figure 1.  (A) Schéma du promoteur du gène BAG1.  (B)  Impact  fonctionnel des 







Figure 2.  (A) Schéma du promoteur du gène BAG3.  (B)  Impact  fonctionnel des 















Figure 4.  (A)  Schéma du promoteur du gène CD47.  (B)  Impact  fonctionnel des 







Figure  5.  (A)  Schéma du promoteur  du  gène  CYCS.  (B)  Impact  fonctionnel  des 






























Figure 9. (A) Schéma du promoteur du gène NOD1.  (B)  Impact  fonctionnel des 





marquée  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐913 C  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐913 G  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐ 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 +  AP2  ‐  + 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 +  +  +  +  +  +  Extrait protéique  
 
Figure  10.  Retard  sur  gel montrant  une  liaison différentielle  au niveau du  rSNP  ­913 





marquée  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐531 C  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐531 T  ‐  ‐  ‐  ‐  +  ‐  ‐  ‐  +  AP2  ‐  +  +  +  +  +  +  +  +  Extrait protéique  
 
Figure 11. Retard sur gel montrant une liaison différentielle au niveau du rSNP ­
531 C>T d’YWHAB. Des oligonucléotides double brins et marqués (*) correspondant aux  différents  allèles  du  SNP  ‐531  C>T  sont  incubées  avec  l’extrait  nucléaire  de cellules JEG3. Les puits 1 à 5 représentent la sonde marqué ‐531 C alors que les puits 6 à  9  représentent  la  sonde  ‐531  T.  Les  sondes  non‐marquées  utilisées  pour compétitioner la liaison de protéines à l’ADN sont en excès dans un ratio de 50/1. Des compétiteurs  spécifiques  correspondant  aux  sondes  non‐marquées  des  différents allèles sont utilisés dans les puits 3, 4, 7, 8 alors qu’un compétiteur non spécifique est utilisé dans  les puis 5 et 9. Les  séquences des  sondes utilisées  sont décrites dans  le Tableau XI en annexe. Les  sondes non  liées migrent  rapidement au bas du gel  alors que  les  complexes  protéines‐sondes  migrent  moins  rapidement.  Les  complexes spécifiques  sont  identifiés  par  une  flèche  rouge  tandis  que    les  complexes  non‐spécifiques sont identifiés par une flèche bleue. 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Figure 12. Retard sur gel montrant une liaison différentielle au niveau du rSNP ­
134 T>C d’YWHAB. Des oligonucléotides double brins et marqués (*) correspondant aux  différents  allèles  du  SNP  ‐134  T>C  sont  incubées  avec  l’extrait  nucléaire  de cellules HeLa. Les puits 1 à 5 représentent la sonde marqué ‐134 T alors que les puits 6  à  9  représentent  la  sonde  ‐134  C.  Les  sondes  non‐marquées  utilisées  pour compétitioner la liaison de protéines à l’ADN sont en excès dans un ratio de 50/1. Des compétiteurs  spécifiques  correspondant  aux  sondes  non‐marquées  des  différents allèles sont utilisés dans les puits 3, 4, 7, 8 alors qu’un compétiteur non spécifique est utilisé dans  les puis 5 et 9. Les  séquences des  sondes utilisées  sont décrites dans  le Tableau XI en annexe. Les  sondes non  liées migrent  rapidement au bas du gel  alors que  les  complexes  protéines‐sondes  migrent  moins  rapidement.  Les  complexes spécifiques  sont  identifiés  par  une  flèche  rouge  tandis  que    les  complexes  non‐spécifiques sont identifiés par une flèche bleue. 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Figure 13. Retard sur gel montrant une liaison différentielle au niveau du rSNP ­7 
G>T  d’YWHAB.  Des  oligonucléotides  double  brins  et  marqués  (*)  correspondant  aux différents  allèles du SNP  ‐7 G>T  sont  incubées avec  l’extrait nucléaire de  cellules    JEG3. Les puits 1 à 5 représentent la sonde marqué ‐7 G alors que les puits 6 à 9 représentent la sonde ‐7 T. Les sondes non‐marquées utilisées pour compétitioner la liaison de protéines à l’ADN sont en excès dans un ratio de 50/1. Des compétiteurs spécifiques correspondant aux sondes non‐marquées des différents allèles sont utilisés dans les puits 3, 4, 7, 8 alors qu’un compétiteur non spécifique est utilisé dans les puis 5 et 9. Les séquences des sondes utilisées  sont  décrites  dans  le  Tableau  XI  en  annexe.  Les  sondes  non  liées  migrent rapidement  au  bas  du  gel  alors  que  les  complexes  protéines‐sondes  migrent  moins rapidement. Les complexes spécifiques sont identifiés par une flèche rouge tandis que  les complexes non‐spécifiques sont identifiés par une flèche bleue.  
  
 
